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Die Erfindung betrifft die Verwendung bestimmter Peptide mil extrem hoher Affinitat zu anderen 
Peptiden (Heterodimerbildung) und niedriger Affinitat zu sich selbst (Homodimerbildung) im Bereich der in 
vitro Diagnostic 

Es sind zahlreiche Beispiele daftir bekannt, bei denen zwei (Bio)Molekiile durch stark begunstigte 
5 Interaktionen hohe Bindungsaffinitaten zueinander ausbilden konnen. Als ein Beispiel sei hier auf die 
spezifischen, gerichteten Wechselwirkungen zwischen Antikorpern und Antigenen hingewiesen auf deren 
Basis immunologische Prozesse abiaufen und deren praktische Nutzung die in-vitro Diagnostik sehr 
bereichert haben. Die Verwendung von solchen spezifischen Bindungspartnern (z.B. monoklonale Antikor- 
per, Lektine, Rezeptoren u.a.) haben es ermoglicht, hochspezifisch diagnostisch relevante Antigene zu 
w erkennen. Neben der Frage der Spezifitat ist die der Sensitivitat fur die Diagnostik zur Detektion der 
Biokomplexe von gleichrangiger Bedeutung. 

Aus verschiedenen Grunden hat es sich als zweckmaBig erwiesen bei diagnostischen Verfahren, bei 
denen ein spezifischer Bindungspartner eines Analyten z. B. kovalent oder adsorptiv an eine Festphase 
gebunden ist, diesen spezifischen Bindungspartner nicht direkt, sondern uber ein weiteres spezifisches 
75 Bindungspaar, das nicht mit dem Analyten reagiert, an die Festphase zu koppeln (im weiteren "universelie 
Festphase" genannt). 

Ferner hat es sich als zweckmaBig erwiesen, daB es bei Verfahren, bei denen der Einsatz der 
spezifischen Biomolekule durch ihre Stabilitat und Potenz limitiert ist, sinnvoll sein kann, auch bei 
bestimmten Reagenzien, z. B. Enzymkonjugaten.eine entsprechende, indirekte Methode zu verwenden, d. 
20 h. daB der spezifische Bindungspartner uber ein weiteres spezifisches Bindungspaar, das nicht mil dem 
Analyten oder dem ersten spezifischen Bindungspartner reagiert, mit der signalgebenden Komponente 
verknupft ist. 

Dadurch kann z. B. ein "universelles Konjugat" fur verschiedene Analyten eingesetzt werden. 

Zur Realisierung einer "universellen Festphase" werden z. B. Maus-lmmunglobulin-spezifische Reagen- 

25 zien wie Anti-Maus-Antikorper bzw. antikdrperspezifische Reagenzien wie Protein A verwendet, die nach 
herkommlichen Verfahren auf die Festphase aufgebracht werden (Practice and Theory of Enzyme Immuno- 
assays, P. Tijssen, Elsevier, 1988). Die Attraktivitat dieses Konzeptes liegt u. a. darin begrundet, daB eine 
so hergestellte Festphase in der Lage ist, jeden spezifischen Maus-Antikorper gerichtet und reproduzierbar 
aufgrund von immunologischer Reaktion anzubinden. Die Nutzung einer solchermaBen hergestellten 

30 Festphase ist grundsatzlich als klassische stationary Festphase ("Fertigreagenz") oder aber auch in 
homogener Phase wahrend der immunologischen Reaktion moglich. 

Immunchemische Nachweisverfahren und im speziellen heterogene immunchemische Nachweisverfah- 
ren sind dem Fachmann an sich bekannt. Als Nachteile der bekannten "universellen Festphasen" seien hier 
die Begrenzung ausschlieBlich auf Antikorperbeschichtungen genannt, wie auch die Limitation auf bestimm- 

35 te Testkonstellationen (keine vollmonoklonalen ELISA-Versionen, keine Antigenfestphasen). 

Weiterhin ist bekannt, da/3 Proben mit merklichen HAMA-Titern (HAMA = Humane Anti-Maus-Antikor- 
per) nach in vivo-Applikation monoklonaler Antikorper am Menschen solche Testaufbauten, und solche in 
homogener Phase durchgefuhrt im besonderen Ma5e, ganz empfindlich storen konnen und man somit zu 
falschen diagnostischen Aussagen kommen kann. 

40 Ein weiteres System zur Realisierung besagter Konzepte ist das mit Biotin/Avidin (z. B. US 4,228,237). 
Es besitzt sicherlich eine Sonderstellung bezuglich der beobachtbaren hohen resultierenden Bindungsstar- 
ken. Die vielfaltige Nutzung dieses Systems ist in einem Ubersichtsartikel beschrieben (Methods in 
Enzymology, Vol. 184 (1990), Avidin-Biotin Technology, Ed. Meir Wilchek; E.A. Bayer). 

Aus der Natur des Avidinmolekuls erwachsen aber auch die Nachteile dieser System komponente 

45 innerhalb der in vitro Diagnostik. So besitzt das Glykoprotein Avidin einen uberaus hohen isoelektrischen 
Punkt (pi) und bildet daher bei neutralem pH-Wert, also unter physiologischen Bedingungen, als stark 
positiv geladenes Molekul starke unspezifische Wechselwirkungen mit negativ geladenen Molekulen wie 
z.B. Nukleinsauren, Phospholipiden, etc. bzw. auch mit geladenenen Oberflachen aus. Es ist weiter bekannt, 
daB aufgrund von Mikroheterogenitaten der Glykoproteine keine definierten und streng reproduzierbaren 

so Produkte hergestellt werden konn^n.Der Kohlehydratanteil im Molekul tragt desweiteren zu unerwiinschten 
Nebenreaktionen mit anderen biologischen Molekulen (z.B. "endpgenes Lektin") bei, die zu deutlichen 
SensitivitatseinbuBen fuhren konnen. Ein Hinweis auf unerwunschte Bindung von Avidin zu endogenem 
Lektin ist in dem schon genannten Literaturzitat enthalten. 

Diese Nachteile konnen zum GroBteil durch Verwendung des Analogs Streptavidin aus dem Bakterium 

55 Streptomyces avidinii umgangen werden. Dieses hat nahezu gleichhohe Affinitaten zu Biotin. Es besitzt 
einen pl-Wert urn den Neutralpunkt und tragt ferner auch keine Kohlenhydrate im Molekul. Dennoch 
ergeben sich auch beim Streptavidin/Biotin-System grundsatzliche Probleme, die zu empfindlichen Storun- 
gen und bei Bnsatz innerhalb der in vitro Diagnostik eventuell zu unzuverlassigen Ergebnissen fuhren 



2 



EP 0 491 362 A2 



konnen. Es ist bekannt, dafl das Vitamin Biotin von alien lebenden Zellen benotigt wird und somit ubiquitar 
in alien Geweben und Korperflussigkeiten ist. So betragt zum Beispiel die Konzentration an Biotin im 
Humanserum ungefahr 10 ng/ml. Daraus folgt bei alien diagnostischen Anwendungen eine Kompetition des 
Reagenz mit dem Proben material, dessen Biotingehalt in Abhangigkeit vom physiologischen Zustand des 
5 Individuums und seinen Ernahrungsgewohnheiten (z.B. Einnahme von Multivitaminpraparaten) verschieden 
stark schwanken kann. 

Ein weiteres gravierendes Storpotentiai resultiert aus der in vivo Anwendung des Streptavidin/Biotin- 
Systems (G. Paganelli et al., Radiolocalisation of tumour pretargeted by biotinylated monoclonal antibody; 
Advances in the applications of monoclonal antibodies in clinical oncology; abstracts). Dabei geht man so 

10 vor, dafl ein biotinylierter Antikorper appiiziert wird und man circa 3-5 Tage spater Indium-markiertes 
Streptavidin folgen lafit. Es ist bekannt, dafl sowohl Avidin wie auch Streptavidin stark immunogene 
Substanzen sind und .daher nach Applikation zu einer Human-Antwort fGhren. Man spricht hierbei von 
sogenannten HASAs, also humanen-anti-Streptavidin-Antikorpern, die in Testaufbauten innerhalb der Se- 
rumdiagnostik zu gro/ten Problemen fiihren konnen. 

75 Die vorliegende Erfindung hat sich die Aufgabe gestellt ein hochaffines System zur Nutzung innerhalb 
der in vitrb Diagnostik zur Verfugung zu stellen, das die oben genannten Nachteile nicht aufweist. Dabei 
sollten die Einzelkomponenten zudem mit etablierten Verfahrensweisen leicht, reproduzierbar und kontami- 
nationsfrei zuganglich sein. 

Das erfindungsgemafle Verfahren beruht auf den uberaus starken Wechselwirkungen von Peptidab- 

20 schnitten bestimmter Proteine, die in der Lage sind, DNA anzubinden und somit die Transkription zu 
modulieren vermogen. Es wurde gefunden, da& die Bindung z.B.. des fos-Genproduktes an das jun- 
Genprodukt unter Bildung eines Heterodimers von au/tergewohnlicher Starke erfolgt. Diese Bindung zeigt 
ferner eine Resistenz gegen hohe Konzentrationen chaotroper Substanzen (z.B. Harnstoff), Detergenzien 
und Salz sowie gegen niedere bzw. sehr hohe pH-Werte. Vergleichbare Heterodimer-Bindungsstarken 

25 wurden mit synthetischen Peptiden, die die Aminosaurepositionen 285 bis 324. den sogenannten Leucin- 
Reiflverschlufl des c-jun Proteins, sowie die Positionen 162 bis 201,. den Leucin-Reiflverschlufl des v-fos 
Proteins ausmachen, gemessen. Diese. Peptide haben folgende Aminosauresequenz: 
c-jun-^Leucin-ReiBverschluiSpeptid": 

RIARLEEKVKTLKAQNSEUSTANMLREQVAQLKQKVMNY 
30 v-fos- ,, Leucin-ReiBverschlui3peptid' , : 

LTDTLQAETDQLEDKKSALAtEIANLLKEKEKLEFILAAY 
Folgender Buchstabenkode wurde benutzt: 

A= Alanin, C= Cystein, D= Asparaginsaure, E= Glutaminsaure, G= Glycin, l= Isoleucih, K= Lysin, L = 

Leucin, M= Methionin, N= Asparagin, Q= Glutamin, R= Arginin, S= Serin, T= Threbnih, V= Valin,' Y= 
35 Tyrosin 

Nach dem jetzigen Kenntnisstand sind dabei die Leucinreste, die regelmaBig in Abstanden von 7 
Aminosauren angeordnet sind (in den vorstehenden Formeln unterstrichen) wirksam. Das c-jun-^Leucin- 
Rei/3verschlu5peptid w zeigt im Gegensatz zum c-jun Genprodukt keine Homodimerisierung. Das v-fos- 
"Leucin-Reiflverschluflpeptid" zeigt ahnlich wie das intakte v-fos Genprodukt keine starke Tendenz zur 

40 Homodimerisierung, bildet aber - wie oben bereits erwahnt - mit dem c-jun-"Leucin-Rei0verschluZ3peptid ,, 
sehr stabile heterpdimere Komplexe (E.K. O'SHEA et al., Science 245. 646 - 648 (1989). und M NEUBERG 

et al., Nature 341 243 - 245 (1989)). 

"Leucin-Reiflverschluflpeptide" im Sinne dieser Erfindung sind Peptide, die in der oben angegebenen 
Weise angeordnete Leucinreste enthalten, bevorzugt sind Peptide, die die c-jun und v-fos Sequenzen 

45 enthalten. Ganz besonders bevorzugt sind c-jun und v-fos. 

Unerwarteterweise zeigten sich die "Leucin-Reiflverschluflpeptide" bei ihrer erfindungsgemafien Ver- 
wendung sowohl als Festphasenreagenzien. Fangerreagenzien, als auch als Nachweisreagenzien den 
konventionellen Reagenzien dieser Art (Protein A. Protein G, polyklonale Oder, monoklonale Antikorper) 
aufgrund ihrer extrem hohen Komplexstabilitat uberlegen. 

so Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von Peptidpaaren mit extrem hoher spezifischer Affinitat 
zueinander im Bereich der in vitro Diagnostik. wobei diese Peptide "Leucin-Reiflverschluflpeptide" sind. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein heterogenes Immunchemisches Verfahren zur Bestimmung 
eines Analyten. wobei der an die Festphase gebundene spezifische Bindungspartner Uber ein "Leucin- 
Reiflverschlu/T Peptidpaar an die Festphase gebunden ist. 

55 Gegenstand der Erfindung ist auch eine universelle Festphase zur Verwendung in heterogenen . 
immunchemischen Verfahren zur Bestimmung eines Analyten, wobei ein Peptid des "Leucin-Reifiverschlufl" 
Peptidpaares adsorptiv oder kovalent. direkt oder uber einen Spacer an die Festphase gebunden ist. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein universelles Reagenz zur Verwendung in immunchemischen 
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Verfahren, wobei an den zum Nachweis dienenden spezifischen Bindungspartner mindestens ein Peptid 
des "Leucin-Reiflverschlu/T Peptidpaares gebunden ist und das zweite Peptid dieses Paares an eine 
signalgebende Komponente gebunden ist. 

Durch das erfindungsgemafle Verfahren ist es. auch moglich, an den zum Nachweis dienenden 

5 spezifischen Bindungspartner entweder direkt Oder uber ein Carriermolekul oder -partikel, mehr als ein 
Molekul des zweiten Peptids des n Leucin-Reiflverschtu/r Peptidpaares zu binden und so zu einer gezielt 
einstellbaren Signalerhohung zu gelangen. 

Gegenstand der Erfindung ist daher auch ein Verfahren zur Erhohung des Signals vom Immunoassay, 
wobei an den spezifischen Bindungspartner direkt oder uber ein Carriermolekul mehr als ein Molekul des 

to zweiten Peptids des "Leucin-Reiflverschlufl" Peptidpaares gebunden ist. 

Da sowohl das fos- und jun-"Rei0verschlu0peptid" sowie die entsprechenden intakten Genprodukte 
aufgrund ihres hydrophilen Charakters gut wasserloslich sind, konnen beide Peptide bzw. Genprodukte zur 
Kopplung an eine Festphase verwendet werden. Geeignete Festphasen sind dem Fachmann bekannt 
Typische Beispiele fur verwendbare Festphasen sind z. B. Rohrchen oder Formkorper aus einem Kunst- 

75 stoff, wie Polystyrol oder einem Polyamid wie z. B. Nylon, membranahnliche Strukturen oder magnetisierba- 
re Partikel, z. B. paramagnetische Teilchen. Das jeweilige Peptid kann dabei direkt oder uber einen Spacer, 
z. B. ein weiteres Peptid oder Protein oder ein kleineres Molekul, adsorptiv oder kovalent an die Festphase 
gebunden sein. 

Das entsprechende komplementare "Rei/3verschlu0peptid" kann z. B. an einen Antikorper oder ein 
20 Antigen nach dem Fachmann an sich bekannten Verfahren gebunden werden. Die Antikorper konnen mono- 
oder polyklonal sein. Antigene im Sinne der Erfindung konnen auch Haptene sein. 

Weitere Beispiele fur die erfmdungsgemafle Verwendung sind kovalente Verknupfungen obiger Peptide 
mit sonstigen Liganden sowie Enzymen, Rezeptoren, Zytbkinen, Lymphokinen, katalytischen Antikorpern, 
Domanenantikorpern, Komplexonen und sonstigen Fusionsproteinen. Die kovalenten Verknupfungen konnen 
25 sowohl uber Suffhydryl- und Aminogruppen wie auch uber Kohlenhydratreste mittels geeigneter Linker 
erfolgen. 

Da die Aminosauresequenzen dieser "Reitfverschiuflpeptide" bekannt sind, ist bei dem heutigen Stand 
der Technik und der leichten Zuganglichkeit an Aminosauren die Frage der Bioverfugbarkeit uriproblema- 
tisch. Stand der Technik sind automatisierte Peptidsynthesizer, die innerhalb kurzer Zeit definierte, reprodu- 

30 zierbare und vor allem kontaminationsfreie Peptide zu liefern vermogen. Damit entfallen z. B. die zeitauf- 
wendigen Isolierungsmethoden, deren Reproduzierbarkeit nicht zuletzt von der Qualitat des aufgearbeiteten 
Materials abhangig ist. Erfindungswesentlich ist auch die Berucksichtigung einei gewunschten Funktionaii- 
sierung des Peptids im Syntheseschritt. Urn z.B. eine spatere kovalente Verknupfung des fos-Reiflver- 
schluflpeptids mit jedem gewunschten Tragerprotein uber eine Sulfhydrylgruppe auBerhalb der Leucin- 

35 Rei/3versch!u/3sequenz zu ermoglichen, wird am Aminoterminus z.B. ein Cystein uber zwei Glycine mit dem 
fos-Leucin-ReiflverschluBpeptid hinzusynthetisiert. Weitere ebenfalls geeignete Verlangerungspeptide konn- 
ten beliebig viele Aminosauren und mehrere Cysteine enthalten. Die so erhaltene Cystein SH-Funktion kann 
dann z.B. zur Derivatisierung und/oder Kopplung an monoklonale Antikorper benutzt werden. 

Dies kann z: B. so durchgefuhrt werden, dafl man in einen Antikorper in an sich bekannter Weise 

40 Maleinimidofunktionen einfuhrt, etwa durch Umsetzung mit N-(gamma-Maleinimidobutyryloxy)- 
succinimid.und das fos-Leucin-Reifiverschlufipeptid uber die terminale Cystein SH-Funktion an die 
Maleinimido-Doppelbindung addiert. Hier erfolgt die Kopplung uber eine der Aminogruppen des MAk an die 
SH-Gruppe des Cysteins im fos-Peptid. 

Alternativ kann eine Anknupfung des fos- bzw. jun-Leucin-Reiflverschlufipeptids an Antikorper auch 

45 uber die Hinge-Region (Disulfidbrucken) des Antikorpers erfolgen, etwa dadurch, 6aB man das fos-Leucin- 
ReiBverschluflpeptid uber die terminale Cystein SH-Funktion in an sich bekannter Weise mit einem Bis- 
Maleinimid monofunktionalisiert und danach uber die zweite eingef unite, noch unveranderte Maleinimido- 
Funktion an die Hinge-Thiol-Gruppen des z. B. mit Dithiothreit reduzierten Antikorpers addiert. Dieses 
zweite Verfahren hat den Vorteil, da/3 die AnknOpfung des fos- bzw. jun-Leucin-Rei0verschlu0peptids an den 

so Antikorper zielgerichtet abseits der Antigenbindungsstelle erfolgt. 

In den Graphiken l-IV sind die grundsatzlichen Moglichkeiten eines breitgefacherten und sinnvollen 
Einsatzes der jun/fos-Wechselwirkung fur die in vitro-Diagnostik beispielhaft schematisch dargestellt. Als ein 
wesentlicher Unterschied zu den schon oben genannten Technologien handelt es sich bei der jun/fos- 
Wechselwirkung urn ein hochaffines System zweier niedermolekularer Substanzen. Aus den kleineren 

55 Molekulargewichten resultiert ein wesentlich hoherer Flexibilisierungsgrad und damit die Realisierung von 
maflgeschneiderten Losungen. Die Anbindung der Peptide an BiomolekQIe ohne Verlust ihrer biologischen 
Aktivitat ist aufgrund ihrer bescheidenen Raumbeanspruchung moglich. Die Umitation von Methoden, die 
durch massive sterische Hinderungen begrenzt ist, wird dadurch entscharft. Die kleinen Mblekulargewichte 
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ermoglichen desweiteren einfach zu synthetisierende Konstrukte, die als "Kupplerkomponente" z.B. der 
Streptavidin-Stochiometrie von theoretisch vier Bindungszentren pro MolekGI nicht nur Gberlegen sind, 
sondern auch frei gestaltet werden konnen. Als unmittelbare Konsequenz folgt daraus eine steuerbare 
Erhohung der Sensitivitat von diagnostischen Systemen. 

Erklarungen zu den Graphiken: 

Zu I) Festphase: 

Hierbei kann die Bereitstellung der universellen Festphasen. die z.B. an Poly sty rolgef a/ten, Magnetparti- 
keln, Latexpartikeln etc. realisiert werden konnen, durch folgende Verfahrensweisen erfolgen: 

a) adsorptiv durch optimierte Beschichtungsverfahren 

b) kovalent durch chemische Verknupfung mit einer funktionalisierten Festphase 

c) adsorptiv nach vorausgegangener kovalenter VerknGpfung eines Reiflverschluflpeptids mit einem gut 
adsorbierbaren Carriermolekul 

d) kovalent durch VerknGpfung einer funktionalisierten Festphase mit einem CarriermolekGI, an das 
chemisch ein Reiflverschluflpeptid gebunden ist. 

Die spezifische Festphase wird unter Nutzung der Peptid-Heterodimerbildung in einer Sekundarreaktion 
mit dem an den spezifischen Bindungspartner konjugierten komplementaren Peptid hergestellt. 

Zu II) Konjugat 

An den spezifischen Bindungspartner wird nach den bekannten Kopplungsverfahren ein Reiflverschlufl- 
peptid mit den gewunschten Einbauraten konjugiert. Die Signalgebung erfolgt nach Sekundarreaktion mit 
einem, dem ersten komplementaren Peptid, an das eine beliebige signalgebende Komponente (z.B. Enzym, 
Fluorogen, Luminogen, Radionuklid etc.) verknupft wird. 

Zu III) Amplifikationssystem: 

Die Amplifikation eines beliebigen Signals kann unter Nutzung der . Rei/3verschlul3peptide auf folgende 
Weise erreicht werden: 

a) Ein zweiter spezifischer Bindungspartner der gegen einen das Antigen erkennenden, ersten spezifi- 
schen Bindungspartner gerichtet ist, wird entweder mehrfach mit einem Reii3verschlufipeptid substituiert 
Oder aus sterischen GrUnden mit einem peptidtragenden Carriermolekul verknupft. 

b) Der spezifische Bindungspartner wird mit dem gleichen Peptid wie die signalgebende Komponente 
substituiert. Die "Verkupplung" dieser beiden Komponenten erreicht man mit einem Carriermolekul, an 
dem das dem ersten kpmplementare Peptid in der gewunschten Einbaurate gekoppelt ist. 

c) Die Amplifikation erfolgt unter Nutzung eines praformierten Komplexes zwischen der unter b) 
beschriebenen " Kupplerkomponente " und der mit Peptid versehenen signalgebenden Komponente. 

Zu IV) Artlfizlelles Kontrollserum/Standards: 

Ein mit einem Reiflverschluflpeptid verknupfter spezifischer erster Bindungspartner erkennt das Antigen. 
In einer Sekundarreaktion bildef sich das Heterodimer mit einem dem ersten komplementaren Peptid, das 
mit einer beliebigen Antigenstruktur (z.B. Peptid, Protein etc.) konjugiert ist und gegen die ein mit einer 
signalgebenden Komponente verknGpfter zweiter spezifischer Bindungspartner gerichtet ist. 

Die Beispiele und die AnsprGche sind Bestandteil der Offenbarung der Erfindung. 
Die Beispiele dienen der Erlauterung der Erfindung und schrankt sie in keiner Weise ein. 

Beispiel 1 
Schritfl: 

Beschichtung von Mlkrotitrationsplatten mit jun-Peptiden 

150 nl einer 10 ug/ml jun-Peptid enthaltenden Losung in 0,1 M Natriumcarbonat werden in jeweils 16 
Napfchen von Mlkrotitrationsplatten der Firma Nunc, Roskilde, Danemark gegeben. Die mit den VerdGnnun- 
gen gefGllten Testplatten werden 18 Stunden bei 20 - C belassen, dann werden die Losungen in den 
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^SZSHVHt , NaP,Chen 3 ■ 4 ma> mit 300 Ul einer "-esung von 10 g/1 Rinderserumalbumin 

S? ^ r H phys,0, °p ischer Kochsalzlosung, (PBS, pH 7.4) durch Fallen and Absaugen gewa- 
schenundd.eTestplattenanschliefienduberKieselgelbei20-Cgetrocknet. 

Schritt 2: 

Herstellung eines Maleimido-Antikorpers 

Der zu konjugierende Antikorper (Konzentration 4 mg/ml in PBS; 2.5 ml) wird mit Lithiumboratpuffer (2.5 
0 1 T (H !? el,U, ; 9 1 S 1 U : ) - ZU ^ resu,,ierenden L6 ^"9 ™« einem pH von 7.5 werden unter ROhren 
k T SUn9 V °" GMBS < N - Gam ">a-Maleimidobutyryloxy-succinimid) in Dioxan 

oer nTuhS ITS m ° laren UberSChuC VOm GMBS 96 9 enUber 2u 9 e 9 eben - N-ch einstundi- 

ger Inkubabon be. Raumtemperatur wird der ReagenzOberschufi durch Gelfiltration an einer mit Phosohat 
gepufferten Kochsalzlosung (PBS). pH 7.2. aquilibrierten Sephadex G-25-Saule entfernt. 

Herstellung des Lithiumboratpuffers, pH 8.5: 

a. Jf I B °o 3U . e Werde " in ei " GemiSCh auS Wasser <W ml > und Di0xa " (20 ml) gertihrt. Unter 
Auflosung der Borsaure w,rd durch Zugabe von festem Lithiumhydroxid ein pH-WeAs eingestellt. 

7 

Schritt 3: 

Kopplung des fos-Leucin-Reifiverschluflpeptides an einen Maleimido-Antikorper 

Der gemafi Schritt 2 hergestellte Maleimido-Antikorper (2 mg in 2 ml PBS) wird mit 1 equiv. fos-Leucin- 
Re.flverschlufipeptid (64 ug in 100 ul PBS) 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wird uber eine AcA 34- 

und n £ "m U 1 ? $Ser A Cm; „? he 45 Cm) mit 6inem Koc hsalz/Natriumcitrat-Pufter. pH 7.3. (0.4 M Kochsalz 
und 0.04 M Natnumcitrat) geltiltriert. 

Schritt 4: 

Herstellung eines Peroxidase-markierten Antikorpers sowie eines TMB-Substrats fur die Detektion 

Anti^r^ 6 ' TIm. 96 "? Meth ° de V0 " K ° EHLER und M,LSTE,N zur Darstellung monoklonaler 
£22? i^f ?f re o 495, 1975)1 WObei verschieden ^ monoklonale Antikorper mit der gleichen 
Anbgen-Spezifitat m.t der von STAHLI et al. (J. of Immunological Methods 32. 297 - 304. 1980) beschriebe- 
nen ^thode identifiziert wurden. Nach gelchromatographischer Reinigung und Dialyse gegen Phosphat- 
gepufferte Sahne (PBS. P H 7.4) wird der die monoklonalen Antikorper-Fraktion enthaltende Poo. (4 mg 
Prote.n/ml) anschl.eflend mit N-gamma-Maleimidobutyryloxisuccinimid (GMBS). bezogen von der Fa Cat 
b.ochem, umgesetzt. wie von TANAMORI et al. (J. Immunol. Meth. 62. 123 - 131. 1983) beschrieben 
^ J°^fT n L5sun 9 en der Antikorper-POD-Konjugate werden fur die jeweilige Testanwendung 
endverdunnt Als Konjugat-VerdOnnungsmedium wird ein Puffer mit 0.1 M 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1 3- 
propand.ol (TRIS). 0.5 % "Tween 20. 0.5 - 1 % Stabilisierungsprotein pH 7.4 verwendet 
Gemafi dem Stand der Technik dargestellte. polyklonale Antikorper werden gleichermafien eingestellt 

Zum Nachweis von AK-lgG/POD-Konjugat wird ein Substratsysfem oder eine Substratzubereitung 
he^estelrtwrd WaSSefSt0ffperoxid und Tetramethylbenzidin (TMB). welche aus zwei Stammlosungen 

StammlSsung 1: TMB-Dihydrochlorid wird unter ROhren in einer Konzentration von 5 g/l d h von 16 
mmol/l in bidestilliertem Wasser gelost und mit 5 normaler Salzsaure auf pH 1.5 eingestellt Zu dieser 
Losung wird Penicillin G unter RUhren in einer Endkonzentration von 200 mg/1, d. h. von 0 56 mmol/l 
2ugesetzt. 

Stammlosung 2: zu 900 ml bidestilliertem Wasser wird 1.4 ml Eisessig. 1.5 ml 1 normale NaOH und 
250 mg d. h. 3 mmol HzQz als Harnstoff-Wasserstoffperoxid-Addukt zugesetzt. Nach vollstandigem Loser, 
wird mit bidestilliertem Wasser auf 1 I aufgefullt. 

TMB-Substratzubereitung: Ein Volumenteil der Stammlosung 1 und 10 Voiumenteile der Stammlosunq 
2 wird miteinander vermischt. y 

Schritt 5 
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Bestimmung von Antigen in einem ELISA mit den erffndungsgemaflen Peptiden 

10 ul einer 0,01 mg/ml des gemafl Schritt 3 hergestellten fos-Peptid-Antikorperkonjugates enthaltenden 
Losung in Kochsalz/Natriumcitrat-Puffer werden in die Napfchen von Mikrotitrationsplatten die, wie beschrie- 
ben, mit Peptiden beschichtet werden, gegeben. Gegebenenfalls kann nach 10-30 min die Losung 
abgesaugt und die Napfchen gewaschen werden. 20 ul Serum Oder Plasma, 10 ul Inkubationsmedium (BW. 
OSND) werden in die Napfchen gegeben. Nach Inkubation uber 30 Min. bei 37 'C wird der Inhalt der Wells 
durch Absaugen entfernt und die Wells dreimal mit Waschpuffer enthaltend 1 g/l R Tween 20 in PBS 
gewaschen. Dann erfolgt die Zugabe von 100 ul endverdGnntem Konjugat in die Wells. Nach einer 
Inkubation uber 30 Min. bei 37* C wird der Inhalt der Wells durch Absaugen entfernt und wiederum dreimal 
gewaschen. Anschlieflend wird in jedes Napfchen 100 ul TMB-Substratzubereitung gegeben, 30 Min. bei 20 
- 22 'C inkubiert und die Inkubation durch Zugabe von 100 ul 1-normaler Schwefeisaure beendet. Die. 
Extinktion der gefarbten Losung wird bei einer Wellenlange von 450 nm (E 4 so) gegen einen Leerwert von 
PBS gemessen. 

Beispiel 2 

Schritt 1 

Beschichtung von Mikrotitrationsplatten 

150ul einer 5ug/ml jun- bzw. fos-Peptid enthaltenden Losung in 50mM Carbonatpuffer werden jeweils in 
die Vertiefungen von Mikrotitrationsplatten der Fa. Nunc, Roskilde (Danemark) gegeben. Die gefullten 
Testplatten werden uber Nacht bei Raumtemperatur belassen, anschlieflend die Losungen in den Napfchen 
abgesaugt und die Napfchen dreimal mit 250ul einer phosphatgepufferten physiologischen Kochsalzlosung 
durch FOIIen und Absaugen gewaschen. Die Testplatten lam man hiernach Qber Kieselgel bei 20* C 
trocknen. 

Schritt 2 

Herstellung eines Maleimido-Antikbrpers 

Der zu konjugierende Antikorper (Konzentration 4mg/ml in PBS; 1 ml) wird mit Lithiumborat-Puffer (1ml) 
vermischt. Zu der resultierenden Losung mit einem pH von 8,0 werden unter Ruhren 0,017 ml einer 
13mg/ml Losung von GMBS (N-Gamma-Maleimidobutyryloxy-succinimid) in Dioxan (entsprechend einem 
30fachen molaren Uberschufl von GMBS gegenuber IgG) zugegeben. Nach einstundiger Inkubation bei 
Raumtemperatur wird der Reagenzuberschufl durch Gelfiltration an einer mit Phosphatpuffer pH 6,0 mit 
5uM Titriplex I aquilibrierten Sephadex G-25-Saule entfernt. 

Schritt 3 

Kopplung des jun- bzw. fos-Leuzin-Reiflverschlufl peptides an einen Maleimido-Antikorper 

Der gemafl Schritt 2 hergestellte Maleimido-Antikorper (2mg in 2ml Phosphatpuffer pH 6,0 mit 5mM 
Titriplex I) wird mit einem Equivalent jun- bzw. fos-Leuzin-ReiflverschluBpeptid (15mg in 1ml PBS) 1 Stunde 
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wird uber eine Sephadex G-25-Saule (Durchmesser 1cm; Hohe 15cm) 
mit 50mM Tris pH 7,4 gelfiltriert. 

Schritt 3 a) 

Kopplung eines funktionalisierten jun- bzw. fos-Leuzin-Relflverschlu* peptides an einen 
Maleimido-Antikorper 

2,1 mg jun- bzw. fos-Peptid werden in 0,21ml PBS aufgenommen und mit 9,5ul einer SAMSA- 
Stammlosung (S-Acetyl-Mercapto-Bernstein-saureanhydrid; FLUKA; 22,2mg/ml in Dioxan) versetzt. Nach 30 
Minuten Reaktion bei Raumtemperatur wird die Losung mit 60ul einer 1M NH 2 OH in Wasser dotiert und 
weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Reaktionsansatz wird anschlieflend uber eine Biogel 
P2-Saule mit Phosphatpuffer pH 6 mit 5uM Titriplex I entsalzt. 
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Die weitere Kopplungsprozedur an einen Maleimido-Antikdrper erfolgt analog Schritt 3. 
Schritl 4 

Bestimmung von CEA in einem EUSA mit den ertindungsgema/Sen Peptiden 

lOOul eines 0,01 mg/ml gemafl Schritt 2 hergestellten fos-Peptid-Anti-cEA-Antikorperkonjugates in 
Puffer (OSND. Behnngwerke) werden in die Napfchen von Mikrotitrationsplatten. die, wie beschrieben mit 
jun-Peptid beschichtet wurden. gegeben. Gegebenenfalls kann nach 2 Stunden bei 37' C die Losung 
abgesaugt und die Napfchen mit Enzygnost-Waschpuffer (OSEW) gewaschen werden. 20ul Serum oder 
CEA-Standards und lOOixl des endverdunnten Anti-CEA-Antikorpers (z.B. polyklonal, Kaninchen) der 
peroxidasemarkiert vorliegt, werden in die Napfchen gegeben. Nach 2 Stunden Reaktionszeit bei 37' C 
wird der Inhalt der wells durch Absaugen entfernt und wiederum mit Waschpuffer gewaschen. Abschlieflend 
wird in jedes Napfchen lOOul TMB-Substratzubereitung gegeben, 30 Minuten bei Raumtemperaturen 
mkubiert und die Inkubation durch Zugabe von 100ul 1-normaler Schwefelsaure beendet. Die Extinktion der 
gefarbten Losung wird bei einer WellenlMnge von 450nm gegen einen Leerwert von PBS gemessen. 

Ausfiihrungsbeispiel A: Standardkurve des CEA-ELISAs mit den erfindungsgemafien Peptiden 



Tabelle 1 



CEA-Konzentration (ng/ml) 


0 


1 


3 


10 


30 


100 


Extinktion 450nm (mE) 


14 


40 


93 


321 


980 


2471 




17 


37 


103 


346 


1067 


2408 


Extinktionsmittelwert (mE) 


16 


40 


98 


334 


1024 


2440 



AusfGhrungsbeispiel B: 

Korrelation des CEA-ELISAs mit den erfindungsgema/Sen Peptiden im Vergleich mit anderen kommerziellen 
CEA-Tests 

Die CEA-Bestimmungen wurden mit einem ELISA mit den erfindungsgema/ten Peptiden analog AusfGh- 
rungsbeispiel A ermittelt, diesmal aber im inversen System mit einer fos-Peptid beschichteten Mikrotitra- 
tionsplatte und einem jun-Anti-CEA-Konjugat. 
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Tabelle 2: Ubereinstimmung der CEA-Konzentrationen im 
Vergleich mit einem kommerziellen Test 



CEA-Konzentrationen (ng/ml) in 
10 Normalseren 





Enzygnost CEA micro 


1,49 1, 


32 1,05 1,05 


1,26 


<1,0 


75 


(Behringwerke AG) 










20 


"jun/fos ,, -CEA 
ELIS A 


1,22 1, 


94 1,5 1,88 


1,74 


1,3 


25 














CEA-Konzentrationen (ng/ml) 


in 




30 


Tumorseren 










Enzygnost CEA micro 


3,6 6,9 


7,2 17,6 9, 


8 28, 


6 




(Behringwerke AG) 










35 












"jun/fos^-CEA 
ELIS A 


3,53 9,3 


9,8 20,7 10 


,1 27, 


8 


40 














Enzygnost CEA micro 


39,9 29,3 


87,2 105,5 


1538 


5180 




(Behringwerke AG) 










45 


M jun/fos M -CEA 
ELISA 


36,2 36,2 


121,6 106,9 


1276 


5201 



50 

Ergebnis: . 



Der direkte Vergleich mit einem kommerziellen CEA-Testkit ergab eine sehr gute Korrelierbarkeit der 
55 CEA-Konzentrationen (Korrelationskoeffizient r = 0,999). 



Schritt 5 
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Bestimmung von AFP in einem EUSA unter Verwendung der erfindungsgemaflen Peptide 

oatefZ AFp in An»iS afl \ *** 3 ^ he '9 este,lte " iun-Peptid-Anti-AFP-Antikorperkoniu- 

bSmI STT, p^I^ 8 " in ^ Vertiefu "9 e " ™ Mikrotitrationspiatten. d£ gemSfl 
Be.sp.el 2. Schntt 1 m.t fos-Pept.d beschichtet waren, pipettiert und 2 h bei 37 -r ink,.h io ,t iZ^ 
dre.maligem Wascnen der Vertiefungen mit Waschpuffer OsSv. nZSLZJU VLl 
5? AnS rof PUfferS (0SND ' Behri "^ie) mrtZusatz^t^e-LTugl^ 

r^* 5 *!? e,n9efa,lt D ' e 2weist0ndi 9e Inkubation bei 37-C wird mit eiZ erneuTen 
Wa.chscbr.tt (s.o.) abgeschiossen und die Substrat/Cbromogenreaktion gemafi Beispiel 2. ScbTtt JS£ 

Entsprechend der gewahlten Konzentration der Peroxidasekonjugierten Anti-AFP-Antikoroer ward™ rti« 
^« P ^ nti :^ P ' Ant,k6rPer in einem K «rationsbereich von 25 bis 0.5 l^SSZ sot £ 
Mefis.gr.al be. 450 nm fur den Standard S5 (300 lU/m.) eine Mindestextinktion vo^8 TbSj 

Ausfiihrungsbeispiele Jun/fos-AFP-Test 

A) Spezifitat der jun-fos-lnteraktion I 

unh^JhS^Mf l d6r jUn " f ° S * lnterakti0n 2U aber P rt5,en - ^rden verschiedene Peptid-beschichtete bzw 
u^sch,chtete M.krot.trat,onsplatten in Kombination mit Anti-AFP-Antikorpern. an die jun- oaeMos PeoTd 

toZTlftT*^™ Waren ' ^ 2Uf ° Den b ^hnebenen TesiturcmZgXl** 
mit dS SST^S*: " fos - Fes ^e» in Kombination mit jun-Anti-AFP -AntikSrpem Tonnte 

.u z:JTzz ( rz7 } e,n 8,9 h5heres Meflsi9na ' im ver9,eich zum standard s ° <° 
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Tabelle 3: Spezifitat der jun-f os-Interaktion 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



MejSsignal (Extinktion) 

Standard SO Standard S5 

(0 IU AFP/ml) (300 IU AFP/ml) 

a) Mikrotitrationsplatte unbeschichtet: 

jun-Anti-AFP-Aritikorper: 0.007 0.026 
f os-Ant i-AFP-Antikorper: 0.011 0.017 
Ant i-AFP-Antikorper: 0.009 0.017 

b) jun-beschichtete Mikrotitrationsplatte: 
jun-Anti-AFP-Aritikorper: 0.008 0.061 

c) fos-beschichtete Mikrotitrationsplatte: 

jun-Ant i-AFP-Antikorper: 0.006 3.250 

f os-Ant i-AFP-Antikorper: 0.009 0.012 

Anti-AFP-Aritikorper: 0.009 0.017 

kein Ant i-AFP-Antikorper: 0.010 0.011 



40 



B) Spezifitat der jun-fos-lnteraktion II 

45 

Dem welter oben, beschriebenen jun/fos-AFP-Test wurde ein einstundiger Inkubationsschritt bei 37 °C 
mit je 100 ul einer jun- bzw. fos-Peptid-haltigen Pufferlosung (Puffer = OSND) pro Vertiefung vorgeschal- 
tet. Nach 3-maligem Waschen erfolgte die weitere Assaydurchfuhrung gemafl obiger Vorschrift. 

Ergebnis: Nur durch Zugabe von freiem jun-Peptid . konnte die Anbindung von jun-Anti-AFP-Antikorper 
so an die fos-beschichtete Festphase inhibiert werden (Tab. 4) 



55 
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Tab.4 



Inhibition der jun-Anti-AFP-Antikorper-Bindung an die fos-beschichtete 
Mikrotitrationsplatte durch Zugabe freien Peptids 



freies Peptid (ug/ml) 



jun 0 
5 
50 
500 
fos 0 
5 
50 
500 



Meflsignal (Extinktion 450 nm) 



Standard SO (0 IU AFP/rnl) 



0.010 
0.015 
0.011 
0.013 
0.007 
0.010 
0.011 
0.015 



Standard S5 (300 IU AFP/ml) 



3.590 
3.486 
2.857 
1.371 
3.599 
3.416 
3.572 
3.694 



C) Standardkurve jun/fos-AFP-Test 



Tab.5 



Standardkurve des jun/fos-AFP-Testes 


AFP-Kon2entration (lU/ml) 


0 


3 


10 


30 


100 


300 


Extinktion 450'nm 


0.009 
0.009 


0.021 
0.024 


0.101 
0.071 


0.396 
0.296 


0.631 
0.699 


0.883 
0.916 


Extinktionsmittelwert 


0.009 


0.023 


0.086 


0.346 


0.665 


0.900 



Patentanspriiche 



1. 



Verwendung von , Peptidpaaren mit extrem hoher spezifischer Affinitat zueinander im Bereich der in 
vitro D,agnost.k. dadurch gekennzeichnet, dafl diese Peptide "Leucin-Reiflverschluflpeptide" sind. 

p!Z n H Un9 », 9emafi o A ^ SPriJCh 1> dadUr ° h ^ kenn2ei ^net. dai! in einem Festphasenimmunoassay ein 
Peptid des Leuc.n-Reiflverschlufl" Peptidpaares adsorptiv oder kovalent, direkt oder Ober einen Spacer 
an die Festphase gebunden ist und das zweite Peptid des "Leucin-Reiflverschlufl" Peptidpaares an den 
zur Immob.hs.erung des nachzuweisenden Analyten dienenden spezifischen Bindungspartner fur den 
nachzuweisenden Analyten gebunden ist. " K 

Verwendung gemafl Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dafl in einem Immunoassay der zum 
Nachweis d.enende spezifische Bindungspartner an ein Peptid des "Leucin-Reifiverschlufl" Peptidpaa- 
res gebunden ,st und das zweite Peptid dieses Paares an eine signaigebende Kbmponente gebunden 



4. 



Verwendung gemafl Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. dafl an den spezifischen Bindungspartner 

m n » o 6r e ' n Carriermolek£il mehr ein Molekul des zweiten Peptids des "Leucin-Reiflver- 
schlufl Peptidpaares gebunden ist. 

Verwendung gemSB Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dafl ein spezifischer Bindungspartner Kir ein 
Antigen uber ein "Leucin-Reiflverschlufl" Peptidpaar mit einer Antigenstruktur verknOpft ist die von 
einem zweiten spezifischen Bindungspartner des Analyten als spezifischer Bindungspartner erkannt 
wiro. 
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6. Heterogenes Immunchemisches Verfahren zur Bestimmung eines Analyten, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der an die Festphase gebundene spezifische Bindungspartner uber ein "Leucin-ReiflverschluiT 
Peptidpaar an die Festphase gebunden ist. 

7. Verfahren gemafl Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dafl die Festphase eine Mikrotitrationsplatte 
Oder ein magnetisch anziehbarer Partikel ist. 

8. Heterogenes immunchemisches Verfahren zur Bestimmung eines Analyten, dadurch gekennzeichnet, 
dafl der zum Nachweis dienende spezifische Bindungspartner an ein Peptid des "Leucin-Reiflver- 
schlufl" Peptidpaares gebunden ist und das zweite Peptid dieses Paares eine signalgebende Kompo- 
nente tragt. 

9. Verfahren gemafl Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/3 an den spezifischen Bindungspartner 
direkt oder uber einen Carriermoiekul mehr als ein Molekiil des zweiten Peptids des "Leucin- 
Reiflverschlu/T Peptidpaares gebunden ist. 

10. Verwendung gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/i in einem Immunoassay an dem zum 
Nachweis dienenden spezifischen Bindungspartner direkt Oder uber ein Carriermoiekul mehr als ein 
Peptid des "Leucin-Reiflverschlufl" Peptidpaares gebunden ist und das zweite Peptid dieses Paares 
eine signalgebende Komponente tragt. 

11. Universelle Festphase zur Verwendung in heterogenen immunchemischen Verfahren zur Bestimmung 
eines Analyten, dadurch gekennzeichnet, dafl ein Peptid. des "Leucin-Reij3verschlu0" Peptidpaares 
absorptiv oder kovalent, direkt Oder uber einen Spacer an die Festphase gebunden ist. 

12. Universelles Reagenz zur Verwendung in immunchemischen Verfahren, dadurch gekennzeichnet, dafl 
an den zum Nachweis dienenden spezifischen Bindungspartner mindestens ein Peptid des "Leucin- 
Reiflverschlu/T Peptidpaares gebunden ist und das zweite Peptid dieses Paares an eine signalgebende 
Komponente gebunden ist. 
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■ ■ > 



I FESTPHASE 



ADSORPTIV 



KOVALENT 
KOVALEMT 

Ober carrier 
[adsorptiv] 

kovalent 
Ober carrier 
[kovalent] 



\l 

\ 
\ 
\ 
\ 

\ 
\ 



\ 
\ 
\ 



umm 




O 



EM2 R EISS V iER SC HLU SSP ROTEI M / - PE PT I D 
***** [z.B. JUN UNO FOS] 



SPEZIF. BINDUNGSPARTNER IM ASSAY 
[z.B. ANTIKORPER, LECTIN, ANTIGEN, 
REZEPTOR ETC.] 

FESTPHASE [z.B. MAGNETPARTIKEL, LATEX- 
PARTIKEL, POLYSTYROLGEFASSE, FLACHEN- 
FORMIGE FESTPHASEN ETC.] 

CARRIERMOLEKUL [z.B. PROTEIN ] 
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HKONJUGAT 



V / 

O 



SIGN ALGEBENDE KOMPONEMTE 

[ z. B. ENZYM, FLU0R06EN.LUHIN06EN.RADI0NUKLID ETC.] 



II AMPLl FIKATIONSSYSTEM 



~EssT- 3 




V / 

/ V 



SPEZIFISCHER BINDUNGSPARTNER H GEGEN 
SPEZIFISCHEN BINDUNGSPARTNER I 
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Iff. 3 (FORTSETZUNG) 



b) Kupplungskomponente 



mmm 




c) Prdformierter Komplex 



mmn 
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HART1FIZIELLE (S) KONTROLLSERUM /STANDARDS 




O 



ANTIGENSTRUKTUR ( z.B. PEPTID, PROTEIN, REZEPTOR.ENZYM, 
ANTIKORPER, ANTIKORPERFRAGMENT ETC.) 




O SPEZJFISCHER BINDUNGSPARTNER GEGEN ANTIGEN 
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weiteresspezifischesBindunqsoaar dasnichtmitrtlrnVrl^ .1 spezif.sche B.ndungspartner Ober ein 

mitdersignalgeb^ 

Dadurch kann z. B ein "universelles Konjugaf fur verschiedene Analyten eingesetzt werden 

cinh E r SyS,6m 2Ur Realisierun 9 "esagter Konzepte ist das mit Biotin/Avidin (z B US 4 228 2371 p« 

sicherlich eme Sonderstellung bezualich der beobarhtharon h n h on h - ' ' 4,228,237). Es besrtzt 
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schwanken kann. 

Ein weiteres graviererides Storpotential resultiert aus der in vivo Anwendung des Streptavidin/Biotin-Systems (G. 
Paganelli et aL, Radioiocalisation of tumour pretargeted by biotinylated monoclonal antibody; Advances in the applica- 
tions of monoclonal antibodies in clinical oncology; abstracts). Dabei geht man so vor, dalB ein biotinylierter Antikorper 
appliziert wird und man circa 3-5 Tage spater Indium-markiertes Streptavidin folgen laGt. Es ist bekannt, daG sowohl 
Avidin wie auch Streptavidin stark immunogene Substanzen sind und daher nach Applikation zu einer Human-Ahtwort 
fuhren. Man spricht hierbei von sogenannten HASAs, also humanen-anti-Streptavidin-Ahtikorpern, die in Testaufbauten 
innerhalb der Serumdiagndstik zu groGen Problemen fOhren konnen. 

Die vorliegende Erfindung.hat sich die Aufgabe gestellt ein hochaffines System zur Nutzung innerhalb der in vitro 
Diagnostik zur Verf ugung zu stellen, das die oben genannten Nachteile nicht aufweist. Dabei sollten die Einzelkompo- 
nenten zudem mit etablierteh Verfahrensweisen leicht, reproduzierbar und kontaminationsfrei zUganglich sein. 

Das erfiridungsgemaGe Verfahren beruht auf den uberaus starken Wechselwirkungeh von Peptidabschnitten be- 
stimmter Proteine, die in der Lajge sind, DMA anzubinden und somit die Transkription zu modulieren vermogen. Es 
wurde gefundeh, daG die Bihduhg z.B. des fbs-Genproduktes an das jun-Genprodukt unter Bildung eines Heterodimers 
von auGergewohhlicher Starke erfdlgt. Diese Bindung zeigt ferner eine Resistenz gegeh hone Konzentrationeh chao- 
troper Substanzen (z.B. Hafnstoff), Detergenzien und Salz sowie gegen niedere bzw. sehr hohe pH-Werte. Vergleich- 
bare Heterodimer-Bindungsstarken wurden mit synthetischen Peptiden, die die Aminosaurepositionen 285 bis 324, den 
sogenannten Leucin-ReiGverschluB des c-jun Proteins, sowie die Positionen 162 bis 201, den Leucin-ReiGverschluG 
des v-fos Proteins ausmacheh, gemessen. Diese Peptide haben folgende Aminosauresequehz: 
c-jun-*Leucin-ReiGverschluGpeptid": 

RIARLEEKVKTLKAQNSELASTANMLREQVAQLKQKVMNY 

v^os-Teucin-ReiGverschluGpeptid": 

LTDTLQAEtDQLEDKKSALQtEIANLLKEKEKLEFILAAY 

Folgender Buchstabenkode wurde benutzt: 
A= Alahin, C= Cystein, D= Asparaginsaure, E= Glutaminsaure, G= Glycin, \~ Isoleucin, K= Lysin, L= Leucin, M= Me- 
thionin, N= Asparagin, Q= Glutamih, Fb Arginih, S= Serin, T= threonin, V= Valin, Y= Tyrosin 

Nach dem jetzigen Kehntnisstand sind dabei die Leucinreste, die regelmaGig in Abstanden von 7 Aminosauren 
angeordnet sind (in den vdrstehenden Formeln unterstrichen) wirksam. Das c-jun-Teucin-ReiGverschluGpeptid" zeigt 
im Gegensatz zum c-jun Genprodukt keine Homodimerisierung. Das v-fos^Leucin-ReiGverschluGpeptid'' zeigt ahnlich 
wie das intakte v-fos Genprodukt keine starke Tendenz zur Homodimerisierung, bildet aber - wie bben bereits erwahnt 
- mit derti c-jun-"Leucih-ReiGverschluGpeptid" sehr stabile heterddimere Komplexe (E.K. O'SHEA et aL, Science 245 , 
646 - 648 (1989) und M. NEUBERG et al., Nature 341 243 - 245 (1989)). 

Teucin-RelBverschluGpeptide ,, im Sinne dieser Erfindung sind Peptide, die in der oben angegebenen Weise an- 
geordnete Leucinreste enthalten, bevorzugt sind Peptide, die die c-jun und v-fos Sequenzen enthalten. Ganz besonders 
bevorzugt sind c-jun urid v-fds. 

Urierwarteterweise zeigten sich die "Leucin-ReiGverschluGpeptide" bei ihrer erfindungsgemaGeh Verwendung so- 
wohl als Festphasenreagehzien, Fangerreagenzien, alsauch als Nachweisreagenzien den konventionellen Reagenzien 
dieser Art (Protein A, Protein G; pdtyklonale Oder rtionoklonale Antikorper) aufgrund ihrer extrem hohen Komplexstabilitat 
uberlegen. 

Gegenstahd der Erfindung ist die Verwendung von Peptidpaaren mit extrem hoher spezifischer Affinitat zueinander 
im Bereich der in vitro Diagnostik, wobei diese Peptide •Leucin-ReiGverschluGpeptide" sind. 

Gegenstand der Erfindung ist ferner ein heterogenes Immunchemisches Verfahren zur Bestimmuhg eines Analyten, 
wobei der an die Festphase gebundene spezifische Bindungspartner uber ein "Leucin-ReiGverschluG" Peptidpaar an 
die Festphase gebunderi ist. 

Gegenstand der Erfindung ist auch eine universelle Festphase zur Verwendung in heterogeneh immunchemischen 
Verfahren zur Bestimmuhg eines Analyten, wobei ein Peptid des "Leucin-ReiGverschluG" Peptidpaares adsorptiv oder 
kovalent, direkt oder dber eihen Spacer an die Festphase gebunden ist. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein universelles Reagenz zur Verwendung in immunchemischen Verfahren, 
wobei an den zum Nachweis dienenden spezifischen Bindungspartner mindestens ein Peptid des "Leucin-ReiGver- 
schluG 0 Peptidpaares gebunden ist und das zweite Peptid dieses Paares an eine signalgebende Komponente gebunden 
ist. 

Durch das erfinduhgsgemaGe Verfahren ist es auch moglich, an den zum Nachweis dienenden spezifischen Bin- 
dungspartner entweder direkt oder uber ein Carriermolekul oder -partikel, mehr als ein Molekul des zweiten Peptids des 
"Leucin-ReiGverschluG" Peptidpaares zu binden und so zu einer gezielt einstellbaren Signalerhohung zu gelangen. 

Gegenstand der Erfindung ist daher auch ein Verfahren zur Erhohung des Signals vom Immunoassay, wobei an 
den spezifischen Bindungspartner direkt oder uber ein Carriermolekul mehr als ein Molekul des zweiten Peptids des 
"Leucin-ReiGverschluG" Peptidpaares gebunden ist. 

Da sowohl das fos- und jun-"ReiGverschluGpeptid" sowie die entsprechenden intakten Genprodukte aufgrund ihres 
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hydrophilen Charakters gut wasserloslich sind, konnen beide Peptide bzw. Genprodukte zur Kopplung an eine Fest- 
P~t^ 6 !' w ^ Geei 9^te Festphasen sind dem Fachmann bekannt. Typische Beispiele fur verwendbare 
hestphasen and z. B. Flohrchen oder Formkorper aus einem Kunststoff, wie Polystyrol oder einem Polyamid wie z B 

kann dabe, d.rekt Oder uber einen Spacer, z. B. ein weiteres Peptid oder Protein oder ein kieineres Molekul. adsorptiv 
oder kovalent an die Festphase gebunden sein. y 

J?!^"**^ kon1 P ,ementere "ReiSverschluBpeptid- kann z. B. an einen Antikorper oder ein Antigen nach 
dem Fachmann an sich bekannten Verfahren gebunden werden. Die Antikorper konnen mono- oder polyklonal sein 
Antigene im Sinne der Erfindung konnen auch Haptene sein. 

Weitere Beispiele fur die erfindungsgemaBe Verwendung sind kovalente Verknupfungen obiger Peptide mit sonsti- 
gen L.ganden sowie Enzymen, Flezeptoren. Zytokinen, Lymphokinen, katalytischen Antikorpem, Domanenantikorpern 
Komplexonen undsonstigen Fusionsproteinen. Die kovalenten Verknupfungen konnen sowohl uber Sulfhydryl- und 
Aminogruppen wie auch uber Kohlenhydratreste mittels geeigneter Linker erfolgen 

,..h ? "I' 6 A ™ no f u _ res f " en2en d'eser "ReiBverschluRpeptide- bekannt sind. ist bei dem heutigen Stand der Technik 
und der leichten Zuganglichkeit an Aminosauren die Frage der Bioverfugbarkeit unproblematisch. Stand der Technik 
on"!! r a Vw ^ e f p,i ^y n,hesizer - die innemalb Zeit definierte, reproduzierbare und vor allem kontaminati- 
TJl 1 7 P • ZU , T V ■ rm ° 9ea ° amit entfa " en Z - B die ^itaufwendigen Isolierungsmethoden, deren Reprodu- 
z.erbarkert nicht zuletzt von der Qualftat des aufgeameiteten Materials abhangig ist. Erfindungswesentlich ist auch die 
BerucksKhUgung e,ner gewOnschten Funktionalisierung des Peptids im Syntheseschritt. Urn z.B. eine spatere kovalente 
Verknup ung des^fos-ReiSverschluBpeptids mit jedem gewunschten Tragemrotein uber eine Sulfhydrylgruppe auBer- 
halb der Leucn-ReiBverschluBsequenz zu emraglichen, wird am Aminoterminus z.B. ein Cystein uber zwei Gfycinemit 
dem fos-Leuc,n-Re,BverschluBpeptid hinzusynthetisiert. Weitere ebenfalls geeignete Verfangerungspeptide konnten be- 
hebig v ie ie Ammosauren und mehrere Cysteine enthalten. Die so erhaltene Cystein SH-Funktion kann dann z B zur 
Denvatisierung undfoder Kopplung an monoklonale Antikorper benulzt werden. 

Dies kann z B. so durchgefuhrt werden, daB man in einen Antikorper in an sich bekannter Weise Maleinimidofunk- 
tioner . emfuhrt, etwadurch Umsetzung mit N-(gamma-Maleinimidobutyryloxy)-succinimid, und das fos-Leucin-ReiBver- 
schluBpepttd uber die terminale Cystein SH-Funktion an die Maleinimido-Doppelbindung addiert. Hier erfolgt die Kopp- 
lung uber eine der Aminogruppen des MAk an die SH-Gruppe des Cysteins im fos-Peptid 

Altemativ kann eine Anknupfung des fos- bzw. jun-Leucin-ReiBverschluBpeptids an Antikorper auch uber die Hin- 
ge-Reg,™ Disulfidbrucken) des Antikorpers erfolgen, etwa dadurch, daB man das fos-Leucin-ReiBverschluBpeptid uber 
dieteirninale Cystein SH-Funktion in an sich betennter Weise mft einem Bis-^^^ 
uber d.e zweite emgefuhrte, npch unveranderte Maleinimido-Funktion an die Hinge-Thiol-Gruppen desz B mit Dithio- 
threit reduzierten Antikorpers addiert. Dieses zweite Verfahren hat den Vorteil, daB die Anknupfung des fos- bzw. 
Jun-Leucin-ReiBverschluBpeptids an den Antikorper zielgerichtet abseits der Antigenbindungsstelle erfolgt 
• « < T raphlken NV sind die grundsatzlichen Moglichkeiten eines breitgefacherten und sinnvollen Einsatzes der 
jun/fos-Wechselwirkung fur die in vjtro-Diagnostik beispielhaft schematisch dargestellt. Als ein wesentlicher Unterschied 
zu den schon oben genannten Technologien handelt es sich bei der jun/fos-Wechselwirkung urn ein hochaffines System 
zwe.er medermolekularer Substanzen. Aus den kleineren Molekulargewichten resultiert ein wesentlich hoherer Flexibi- 
nsierungsgrad und damrt die Realisierung von maBgeschneiderten Losungen. Die Anbindung der Peptide an Biomole- 
kule ohne Verlust ,hrer biotogischen Aktfvitat ist aufgrund ihrer bescheidenen Raumbeanspruchung moglich Die Limi- 
atran von Methoden, die durch massive sterische Hinderungen begrenzt ist, wird dadurch entscharft. Die kleinen Mo- 
lekubrgewichte ermoglichen desweiteren einfach zu synthetisierende Konstrukte, die als 'Kupplerkomponente" z B 
der Streptavidm-Stochiometrie von theoretisch vier Bindungszentren pro Molekul nicht nur uberlegen sind, sondern auch 
fre. gestaftet werden konnen. Als unmittelbare Konsequenz folgt daraus eine steuerbare Erhohung der Sensitivitat von 
45 diagnostischen Systemen. 

Erklarunoen zu den Graphiken: 

Zu I) Festphase: 
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Hierbei kann die Bereitstellung der universellen Festphasen, die z.B. an PolystyrolgefaBen, Magnetpartikeln, La- 
texpartikeln etc. realisiert werden konnen, durch folgende Verfahrensweisen erfolgen: 

a) adsorptiv durch optimierte Beschichtungsverfahren 

b) kovalent durch chemische Verknupfung mit einer funktionalisierten Festphase 

c) adsorptiv nach vorausgegangener kovalenter Verknupfung eines ReiBverschluBpeptids mit einem gut adsorbier- 
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baren Carriermolekul 

d) kovalent durch Verknupfung einer funktionalisierten Festphase mit eiriem Carriermolekul, an das chertiisch ein 
Rei3verschlu3peptid gebunden ist. 

Die spezifische Festphase wird unter Nutzung der Peptid-Heterodimerbildung in einer Sekundarreaktion mit dem 
an den spezifischen Bindungspartner konjugierten komplementaren Peptid hergestellt. 

Zu II) Konjugat: 

An den spezifischen Bindungspartner wird nach den bekannten Kopplungsverfahren ein Rei3verschtu3peptid mit 
den gewunschten Einbauraten konjugiert. Die Signalgebung erfolgt nach Sekundarreaktion mit einem, dem ersten kom- 
plementaren Peptid, an das eine beliebige signalgebende Komponente (z.B. Enzym, Fluorogen, Luminogen, Radionu- 
klid etc.) verknupft wird. 

Zu III) Amplifikatiohssy stem: 

Die Amplifikation eines beliebigen Signals kanh unter Nutzung der Rei3verschlu3peptide auf folgende Weise er- 
reicht werden: 

a) Ein zweiter spezifischer Bindungspartner der gegen einen das Antigen erkennenden, ersten spezifischen Bin- 
dungspartner gerichtet ist, wird entweder mehrfach mit einem ReiGverschluGpeptid substituiert Oder aus sterischen 
Grunden mit einem peptidtragenden Carriermolekul verknupft. 

b) Der spezifische Bindungspartner wird mit dem gleichen Peptid wie die signalgeberide Komponente substituiert. 
Die "Verkuppluhg" dieser beideh Komponehten erreicht man mit einem Carriermolekui, an dem das dem ersten 
komplemehtare Peptid ih der gewunschten Eiribaurate gekoppelt ist. 

c) Die Amplifikation erfolgt unter Nutzung eines praformierten Komplexes zwischen der unter b) beschriebenen " 
Kupplerkomponente ,,, und der mit Peptid versehenen signalgebenden Komponente. 

Zu IV) Artifizielles Kontroilserum/Standards: 

Ein mit einem Rei3verschluBpeptid verknupfter spezifischer erster Bindungspartner erkehnt das Antigen. Ih einer 
Sekundarreaktion bildet sich das Heterodimer mit einem dem ersten komplementaren Peptid, das mit einer beliebigen 
Antigenstruktur (z.B. Peptid, Protein etc.) konjugiert ist und gegen die ein mit einer signalgebenden Komponente ver- 
knupfter zweiter spezifischer Bindungspartner gerichtet ist. 

Die Beispiele und die Anspruche sind Bestandteil der Offenbarung der Erfindung. 
Die Beispiele dieneh der Erlauterung der Erfindung und schrankt sie in keiner Weise ein. 

Beispiel 1 

SchritM: 

Beschichtung von Mikrotitratlonsplatten mit jun-Peptlden 

150 u.l einer 10 ^ig/ml jun-Peptid enthaltenden Losung in 0,1 M Natriumcarbonat werden in jeweils 16 Napfchen 
von Mikrotitrationsplatten der Firma Nunc, Roskilde, Danemark gegeben. Die mit den Verdunnungen gefullten Testplat- 
ten werden 18 Stunden bei 20°C belassen, dann werden die Losungen in den Napfchen abgesaugt und die Napfchen 
3 - 4 mal mit 300 jil einer Losung von 1 0 g/l Rinderserumalbumin in phosphatgepuff erter physiologischer Kochsalzlosung, 
(PBS, pH 7,4) durch Fullen und Absaugen gewaschen und die Testplatten anschlieBend ubef Kieselgel bei 20°C ge- 
trocknet. 

Schritt 2: 

Herstellung eines Maleimido-Antikorpers 

Der zu konjugierende Antlkorper (Konzentration 4 mg/ml in PBS; 2.5 ml) wird mit Lithiumboratpuffer (2.5 ml) ver- 
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^^gl^^^T^^ 9 m " 6inem " H VO " 7 5 un,er ROhren 0.45 ml einer 13 

Herstellung des Lithiumboratpuffers, pH 8.5: 



Schritt 3: 



Kopplung des fos-Leucin-ReiBverschluBpeptides an einen Maleimido-Antikorper 

schCpI^S <J p J* m, PBS) wird mtt 1 eq uK, fos-Leuc^iBve, 

2.5cm; ^0^0^^ 

filtriert. inurncurai Kuner, pH 7.3, (0.4 M Kochsalz und 0.04 M Natriumcrtrat) gel- 



Schritt 4: 



Hers.e.iung eines Peroxidase-markierten Antikorpers aow.e eines TMB-SubstraU ,0r die Detektion 

der von STAHLI et al. (J. of . J35 af £££ 3> 2 ™ M^TTI'" «* 
Nach ge,chroma«ogra P hischer Reinigung und Sse gegen SosoSoa^T ^T^* idenWiZiert WUrden - 
monoklonalen Antikorper-Fraktion JLLt^P^SZ^TT' 9 ^^ Sa " ne (PBS> pH ?A) wird der die 
xisuccinimid (GMBS), bezogen vo ^er Fa Calbk^lr?,^ ^° ° ansch " ef5end mit N-9amma-Ma!eimidobutyry.o- 
123-131, 1983) beschrieben Calb,ocham, umgesetzt, w,e von TANAMORI et al. (J. Immunol. Meth. 62, 

% "Tween 20, 0,5 - 1 % Slabifeierun^ °- 5 

G6 Tu mNTchS von AK^/PO??'" 6, T^"* eingeste.lt. 

haKend WasseS ^d j£ SSS^^St^ ^ ** SubStra ^-«-° verwandt. ent- 

Stammesung V.TmSd^S^X^ ST' ° V ^ ^^en hergestelft wird. 
bidesti.lier.em Wasser ge.o2 Td mft ttSZZ^Jl ^ r ,f on »™ von 5 g/l, d. h. von 16 mmoW in 

Wasser auf 11 aufgeful,. ~"^ r — aa ™ ^ugesetzt. Nach vollstandigem Losen wird mit bidestilliertem 
einanTveSSr^^^ ^ VOlUmen,ei, * 1 Und 10 der S,amm,6sung 2 wird mi,- 

Schritt 5 

Bestimmung von Antigen in einem ELISA mit den erfindungsgemaBen Peptiden 

KoZS^ ^«-den Lasung in 

schichtetwerden,gegeben GeXneS^ 
werden.20p.Serumoder'pS™ 10^ 

Inkubation Goer 30 Min. be 37'C^rd de n^deTwT.^ Zj S ' T*" * * N§P ' Chen 969eben Nach 
puffer enthaltend 1 g/l "Tween 20 Zp£ a£SL£L n f . AbSaUge " entferm und die Wel,s dfeimal ">« Wasch- 

dreimalgewaschenAn^^ 
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22 °C inkubiert und die Inkubation durch Zugabe von 100 uJ 1-normaler Schwefelsaure beendet. Die Extiriktion der 
gefarbten Losung wird bei einer Wellenlange von 450 nm (E 450 ) gegen einen Leerwert von PBS gemessen. 

Beispiel 2 

Schritt 1 

Beschichtung von Mikrotitrationsplatten 

150uJ einer Sjig/ml jun- bzw. fos-Peptid enthaltenden Losung in 50mM Carbonatpuffer werden jeweiis in die Ver- 
tief ungen von Mikrotitrationsplatten der Fa. Nunc, Roskilde (Danemark) gegeben. Die gef ullten Testplatten werden Ober 
Nacht bei Raumtemperatur belassen, anschlieBend die Losungen in den Napfchen abgesaugt und die Napfchen dreima! 
mit 250uJ einer phosphatgepufferten physiologischen Kochsalzlosung durch Fullen und Absaugen gewaschen. Die Test- 
platten Ia8t man hiemach uber Kieselgel bei 20° C trocknen. 

Schritt 2 

Herstellung eines Maleimidb-Antikorpers 

Der zu konjugierende Ahtikorper (Konzehtration 4mg/ml in PBS; 1 ml) wird mit Lithiumborat-Puffer (1ml) vermischt 
Zu der resuftierenden Losung mit einem pH von 8,0 werden unter Ruhren 0,017 ml einer 13mg/ml Losung von GMBS 
(N^Gamma-Maleimidobutyryloxy-succinimid) in Dioxan (entsprechend einem 30fachen molaren Uberschu3 von GMBS 
gegenuber IgG) zugegebeh. Nach einstundiger Inkubation bei Raumtemperatur wird der FieagenzuberschuB durch 
Gelfiltratioh an einer mit Phosphatp utter pH 6,0 mit 5uJvt Titriplex I aquilibrierten Sephadex G-25^Saule entfemt. 

Schritt 3 

Kopplung des Jun- bzw. fos-Leuzin-ReiBverschluGpeptides an eihen Maleirhldo-Antlkorper 

Der gemaB Schritt 2 hergestellte Maleimido-Antikorper (2mg in 2ml Phosphatpuffer pH 6,0 mit 5mM Titriplex I) wird 
mit einem Aquivalent jun- bzw. fos-Leuzin-Rei&verschluGpeptid (15mg in 1ml PBS) 1 Stunde bei Raumtemperatur in- 
kubiert. Dann wird uber eine Sephadex G-25-Saule (Durchmesser 1cm; Hohe 15cm) mit 50mM Tris pH 7,4 gelfiltriert. 

Schritt 3 a) 

Kopplung eines funktionalisierten jun- bzw. fos-Leuzin-ReiOverschluBpeptides an einen 
Maleimido-Antikorper 

2,1 mg jun- bzw. fos-Peptid werden in 0,21ml PBS aufgenommen und mit 9,5uJ einer SAMSA-Stammlosung (S-Ace- 
tyl-Mercaptb-Bernstein-saureanhydrid; FLUKA; 22,2mg/ml in Dioxan) versetzt. Nach 30 Minuten Reaktion bei Raum- 
temperatur wird die Losung mit 60uJ einer 1 M NH 2 OH in Wasser dotiert und weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Der Reaktionsahsatz wird anschlieBend uber eine Biogel P2-Saule mit Phosphatpuffer pH 6 mit 5uM Titriplex 
I entsalzt. 

Die weitere Kopplungsprozedur an einen Maleimido-Antikorper erfolgt analog Schritt 3. 
Schritt 4 

Bestimmung yon CEA in einem ELISA mit den erfindungsgemaBen Peptiden 

1 0OuJ eines 0,01 mg/ml gemaB Schritt 2 hergestellten fos-Peptid-Anti-cE A-Antikorperkonjugates in Puffer (OSND, 
Behringwerke) werden in die Napfchen von Mikrotitrationsplatten, die, wie beschrieben, mit jun-Peptid beschichtet wur- 
den, gegeben. Gegebenenfalls kann nach 2 Stunden bei 37° C die Losung abgesaugt und die Napfchen mit Enzygn- 
ost-Waschpuffer (OSEW) gewaschen werden. 20pJ Serum oder CEA-Standards und 100uJ des endverdunnten An- 
ti-GEA-Antikorpers (z.B. polykbnal, Kaninchen), der peroxidasemarkiert vorliegt, werden in die Napfchen gegeben. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit bei 37° C wird der Inhalt der wells durch Absaugen entfernt und wiederum mit Waschpuff er 
gewaschen. AbschlieBend wird in jedes Napfchen 100uJ TMB-Substratzubereitung gegeben, 30 Minuten bei Raumtem- 
peraturen inkubiert und die Inkubation durch Zugabe von 100u.l 1-normaler Schwefelsaure beendet. Die Extinction der 
gefarbten Losung wird bei einer Wellenlange von 450nm gegen einen Leerwert von PBS gemessen. 
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Ausf uhrungsbeispie. A: Standards des CEA-ELISAs mi, den erfindungsgemaBen 



Peptiden 



w 



15 



Tabelfe 1 





0 


1 


3 










14 


40 


93 


321 


980 


2471 




17 


37 


103 


346 


1067 


2408 


Extinktionsmittelwert (mE) 


16 


40 


98 









Ausfuhrungsbeispiel B: 



Korre.tion des CEA-EL,SAs m« den erfindungsgemaBen Peptiden im Vergieich mit anderen kommerzieiien CEA-Tes,s 

Die CEA-Bestimmungen wurden mit < 
3l A ermittelt, diesma 
jun-Anti-CEA-Konjugat. 



20 



25 



30 



Ubereinstimmung der CEA-K 

CEA-Koi 

. 5"^ 9 . nost CEA micro (Behringwerke AG) " 
"jun/fos"-CEA ELISA 


onzentratioi 

izentratiorn 

1,49 
""T.22" 


len im Verc 

3n (ng/ml) ir 

1,32 
"l794" " 


jleich mit ein 

1 Normalsere 

1,05 
f,5"" 


9m kommerz 
1,05 


iellen Test 
1,26 


<1,0 


Enzygnost CEA micro (Behringwerke AG) " 
"jun/fos°-CEA ELISA 

- 5"??.:?? CEA mlcro (Behringwerke AG) ~ 
"j un/f os "-C E A ELISA ~~ 


"""5,6"" 
"""3,53" 
""39,9"" 
36,2" " 


3n (ng/ml) ir 
'"" ftQ "~ 
"""973""" 
""2973""" 
"3672""" 


1 Tumorserer 
7,2" 
9,8"" 
"""87,2"" 
"121"6"" 


~1776" 
2077" 
"1057s" 


""""978"" 

" r i"o7i "" 

"1538"""" 


"""28,6"' 
""27,8"" 
"5"180"" 



35 



40 



45 



50 



55 



Ergebnis: 



Schritt 5 

Bestimmung von AFP in einem EL.SA unter Verwendung der erfindungsgemaBen Peptide 

fos-Peptid beschichtet waren, pipettiert und 2 h be" 3TCt!*£S I k ? ■ ® 9emaB Be,Spiel 2 ' Schritt 1 mit 
Waschpuffer (OSEW, Behringwerke) wurten i • M Ll^SSfSl 52 ^Jf" WaSChen der ^rttafuna*, «* 
werke) mi. Zusatz von PireoddESZ2S2i 1?^ ^ U " d 100 eines Puflers < OSND - Behri "9- 

beiST'CwirdmiteinemeSSw^ 

spiel 2. Schritt 4 durchgefOhrt WaSChSChrrtt (S ° > ^Befehloe^ und d,e Substrat/Chromogenreaktion gemaB Bei- 
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Ausf uhrungsbeispiele junflos-AFP-Test: 
A) Spezifitat der jun-fos-lnteraktion I 

Urn die Spezifitat der jun-fos-lnteraktion zu uberprufen, wurden verschiedene Peptid-beschichtete bzw. unbeschich- 
tete Mikrotitrationsplatten in Kombination mit Anti-AFP-Antikorpem, an die jun- Oder fos-Peptid bzw. kein Peptid gekop- 
pelt worden waren, analog zur oben beschriebenen Testdurchfuhrung eingesetzt. 

Ergebnis: Nur bei Verwendung der "fos-Festphase" in Kombination mit jun-Anti-AFP-Ahtikdrpern konnte mit dem 
Standard S5 (300 IU AFP/ml) ein signifikant hoheres MeGsignal im Vergleich zum Standard SO (0 IU AFP/ml) erzielt 
werden (Tab. 3). 



Tabelle 3: 



Spezifitat der jun-fos-lnteraktion 


MeGsignal (Extinktion) 


Standard SO (0 IU AFP/ml) 


Standard S5 (300 IU AFP/ml) 




a) Mikrotitrationsplatte unbeschichtet: 


jun-Anti-AFP-Aritikorper: 


0.007 


0.026 


fbs^Anti-AFP-Antikdrper: 


0.011 


0.017 


Anti-AFP-Antikdrper: 


0.009 


0.017 


b) jun-beschichtete Mikrotitrationsplatte: 


jun-Anti-AFP-Antikorper: 


0.008 


0.061 


c) fos-beschichtete Mikrotitrationsplatte: 


jun-Anti-AFP-Antikorper: 


0.006 


3.250 


fos-Anti-AFP-Antikorper: 


0.009 


0.012 


Anti-AFP-Antikorper: 


0.009 


0.017 


kein Aiiti-AFP-Antikorper: 


0.010 


0.011 



B) Spezifitat der jun-fos-lnteraktion I! 

Dem weiter oben beschriebenen jun/fos-AFP-Test wurde ein einstundiger Inkubationsschritt bei 37°C mit je 100 u-l 
einer jun- bzw. fos-Peptid-haltigen Pufferlosung (Puffer = OSND) pro Vertiefung vorgeschaltet. Nach 3-maligem Wa- 
schen erfolgte die weitere Assaydurchfuhrung gernaB obiger Vorschrift. 

Ergebnis: Nur durch Zugabe von freiem jun-Peptid konnte die Anbindung von jun-Anti-AFP-Antikorper ah die fos-be- 
schichtete Festphase inhibiert werden (Tab. 4) 



Tab.4 



Inhibition der jun-Anti-AFP-Antikorper-Bindung an die fos-beschichtete Mikrotitrationsplatte durch Zugabe freien 

Peptids 


freies Peptid (|ig/ml) 


MeGsignal (Extinktion 450 nm) 


.Standard SO (0 IU AFP/ml) 


Standard S5 (300 IU AFP/ml) 


junO 


0.010 


3.590 


5 " 


0:015 


3.486 


50 


0.011 


2.857 


500 


0.013 


1.371 


fosO 


0.007 


3.599 


5 


0.010 ' , 


3.416 


50 


0.011 


3.572 


500 


0.015 


3.694 
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C) Standardkurve jurt/fos- A FP-Test: 



c 

AFP-Konzentration (lU/ml) 


itandardkur 
0 


ve des jun/i 
3 


os-AFP-Te, 
10 


stes 






Extinktionsmittelwert 


0.009 
""0.609"" 


0.021 
0.024 
" 0.023' ' 


0.101 
0.071 
" "0".086" * 


0.396 
0.296 
*" 0.346" 


0.631 
0.699 


0.883 
0.916 



Patentanspruche 



4. 



6. 



11. Unfile Festphase zur Verwendung in heterogenen immunchemfechen Verfahren zur Bestimmung eines Ana- 
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lyten, dadurch gekennzeichnet, daB eiri Peptid des "Leucin-ReiBverschluB" Peptidpaares absorptiv oder kovalent, 
direkt oder uber einen Spacer an die Festphase gebunden ist. 

12. Universelles Konjugat zur Verwendung in immunchemischen Verfahren, dadurch gekennzeichnet, daB an den zum 
Nachweis dienenden spezifischen Bindungspartner mindestens ein Peptid des "Leucin-ReiBverschluB" Peptidpaa- 
res gebunden ist und das zweite Peptid dieses Paares an eine signalgebende Komponente gebunden ist. 



Claims 

1. The use of pairs of peptides with extremely high specific affinity for one another in the area of in vitro diagnosis, 
wherein these peptides are "leucine zipper peptides". 

2. The use as claimed in claim 1, wherein in a solidphase immunoassay one peptide of the parr of "leucine zipper" 
peptides is attached by adsorption or covalently, directly or via a spacer, to the solid phase, and the second peptide 
of the pair of "leucine zipper" peptides is bound to the specific binding partner, which serves for immobilization of 
the analyte to be detected, for the analyte to be detected. 

3. The use as claimed in claim i , wherein in an immunoassay the specific binding partner serving for detection is 
bound to one peptide of the pair of "leucine zipper" peptides, arid the second peptide of this pair is bound to a 
signal-emitting component: 

4. The use as claimed in claim 3, wherein more than one molecule of the second peptide of the pair of "leucine zipper" 
peptides is bound to the specific binding partner, directly or via a carrier molecule. 

5. The use as claimed in claim 1 , wherein a specific binding partner for an antigen is linked via a pair of "leucine zipper" 
peptides to an antigenic structure which is recognized as specific binding partner by a second specific binding 
partner of the analyte. 

6. A heterogeneous immunochemical method for the determination of an analyte, wherein the specific binding partner 
bound to the solid phase is bound to the solid phase via a pair of "leucine zipper" peptides. 

7. The method as claimed in claim 6, wherein the solid phase is a microliter plate or a magnetically attractable particle. 

8. A heterogeneous immunochemical in vitro method for the determination of an analyte, wherein the specific binding 
partner serving for detection is bound to one peptide of the pair of "leucine zipper" peptides, and the second peptide 
of this pair carries a signal-emitting component. 

9. the method as claimed in claim 8, wherein more than one molecule of the second peptide of the pair of "leucine 
zipper" peptides is bound to the specific binding partner, directly or via a carrier molecule. 

10. The use as claimed in claim 1, wherein in an immunoassay more than one peptide of the pair of "leucine zipper" 
peptides is bound to the specific binding partner serving for detection, directly or via a carrier molecule, and the 
second peptide of this pair carries a signal-emitting component. 

11. A universal solid phase for use in heterogeneous immunochemical methods for the determination of an analyte, 
wherein one peptide of the pair of "leucine zipper" peptides is attached by absorption or covalently, directly or via 
a spacer, to the solid phase. 

12. A universal conjugate for use in immunochemical methods, wherein at least one peptide of the pair of "leucine 
zipper" peptides is bound to the specific binding partner serving for detection, and the second peptide of this pair 
is bound to a signal-emitting component. 



Revendicatlons 

1. Utilisation de paires de peptides presentant une tres forte affinite specifique Pun pour I'autre dans le domaine du 
diagnostic in vitro, caracterisee en ce que ces peptides sont des peptides a sequence a pontage leucine. 
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UW.sat.on seton la revindication 1. caracterisee en ce que dans un immunoessai en phase solide, un peptWe de 
^ 3 SeqUe " Ce 3 P 0 " 1398 ' eUCine 6St " e par adsw P ,io " « °* facon covalente, directement ou par 
1 rl7 a ^7 e e ? PaC6Ur 3 13 PhaSe S ° ,ide 61 e " 06 qUe 18 SeC0nd P e P ,ide de 13 P aire * Peptides a sequence 
to*?ft fleeter 6 ^ * liaiS ° n de 3 deteC,er U, " ise *™ob«Sion de 

ut!!!^™ t°^It r 7 endica ; ion 1 ' ^ract6ris6e en ce que dans un immunoessai, le partenaire de tiaison specif ique 

oUrZ r J Tr 3 Un ^ ^ ^ Paife de Peptid6S 9 S6quence a P 0 "^ ,eucine et Second 

peptide de cette paire est lie a un composant capable cfemettre un signal. 

Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce plus d'une molecule du second peptide de la paire de peptides 
J^SuS^JS 889 l6UCine 3U Partenaife d9 HaiSOn ****** direC,emen, °" rintermediaJe d'une 

13 ? vendiC9,i ° n 1 ' Carac,ensee en ce 9 u ' un P a ^naire de liaison specifique dun antigene est lie 
par I ,nterrned.a,re d une pa.re de peptides a sequence a pontage leucine a une structure antigenique, Luelle est 
reconnue par un second partenaire de liaison specifique de I'analyte en tant que partenaire de liaison specifique. 

Precede immunochimique heterogene pour la determination d'un analyte, caracterise en ce que le partenaire de 

Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la phase solide est une plaque pour microtitration ou une 
partculepouvantetreattireemagnetiquement. "icromraiion ou une 

Procede immunochimique heterogene in vitro pour la determination d'analytes. caracterise en ce que le partenaire 
de ha,son specrfique ut.l.se pour la determination est lie a un peptide de la paire de peptides a sequence fpontage 
leucine et en ce que le second peptide de cette paire porte un composant capable d'emettre un signal. 

Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que plus d'une molecule du second peptfcle de la paire de 

nSn? 3 r f e ? UenCe a . P ° n,a 9 e leucine est li6e directement ou par Pintertn&Jiaire dune molecule porteuse au 
partenaire de liaison specifique. . ■ 

10. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que dans un immunoessai, plus d'un peptide de la paire de 
peptides a sequence a pontage leucine est lie directement ou par I'intermediaire d'une molecule porteuse au par- 
tenaire de. liaison specifique utilise pour la determination et en ce que le second peptide de cette paire porte un 
composant capable d'emettre un signal. " .« nwue un . 

11. Phase solide universale pour ('utilisation dans un procede immunochimique heterogene pour determination d'un 
analyte, caracterisee en ce qu'un peptide de la paire de peptides a sequence a pontage leucine est lie a une phase 
solide par absorption ou par liaison covalente directement ou par I'intermediaire d'un espaceur. 

12. Qpnjugue universe! pour ('utilisation dans un procede immunochimique, caracterise en ce qu'au moins un peptide 
de la paire de pept.des a sequence a pontage leucine est lie au partenaire de liaison specifique utilise pour ia 
determination et en ce que le second peptide de cette paire est lie a un composant capable d'emettre un signal 



6. 



7. 



8. 



9. 
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